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Badania cytoenzymatyczne wybranych struktur dwunastnicy szczura 
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LiurohepMeHTaTHBHbIe MCCJIENOBAHHA HM3OpaHHbIX CTpyKTyp AMBEHAJNATUIEPCTHOŃ KHIIKH 
NOCJIe XUPyprHuecKOTO YNAJIeHHA ronan 


The Cytoenzymatic Studies of the Selected Rat Duodenum Structures 
after Surgical Removal of the Gonads 


Wyniki otrzymane po 10 dniach od obustronnej gonadektomii wskazywały 
na zmiany morfokinetyczne komórek nabłonka i gruczołów dwunastnicy (7). 
W obecnej publikacji przedstawiono analizy uzyskane po dłuższej obserwacji. 
Przyjęty model doświadczenia pozwolił na rozwinięcie się pełnych mechaniz- 
mów adaptacyjnych i eliminuje stresy operacyjny i pooperacyjny (3, 5, 9). 


MATERIAŁ DOŚWIADCZALNY I METODYKA BADAŃ 


Obserwacje przeprowadzono na 24 7-miesięcznych samcach szczurów białych szczepu Wistar, 
hodowli wsobnej, o c.c. ok. 240-250 g. Warunki bytowania zwierząt były podobne jak w pierwszej 
części doświadczenia (7). Zwierzęta podzielono na następujące grupy: 

Grupa kontrolna (6 sztuk). W celu porównania zwierzęta tej grupy dekapitowano 
równocześnie z odpowiednimi doświadczalnymi, zawsze rano, przed karmieniem. 

Grupa szczurów pozornie operowanych (6 sztuk). W znieczuleniu ogólnym wy- 
konywano laparatomię. Zabieg ten, podobnie jak pobieranie materiału do badań, prowadzono 
jednocześnie jak u zwierząt doświadczalnych. 

Grupa I doświadczalna (6 sztuk). W znieczuleniu ogólnym usuwano jądra z najądrzami 
(12). Dwunastnicę do badań pobrano w 3 miesiące po trzebieniu. Powikłań pooperacyjnych nie 
stwierdzono. 
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Grupa II doświadczalna (6 sztuk). Technika chirurgicznej gonadektomii jak w grupie 1. 
W 6 miesięcy od zabiegu pobierano dwunastnicę. Przed dekapitacją zwierzęta ważono. Stwierdzono, 
że ciężar ciała, podobnie jak i w grupie I, w porównaniu ze szczurami grup kontrolnych nie uległ 
istotnym zmianom. 

Dwunastnicę utrwalano w płynach Bakera, Carnoya, Gendre'a, a po odwodnieniu zatapiano 
w parafinie. Wykonano barwienia na kwas rybonukleinowy, mukopolisacharydy, tkankę łączną 
oraz ziarnistości diazo-dodatnie w komórkach enterochromafinowych serii GEP, przy użyciu 
barwnika: soli Fast Red B (Firmy Gurr, London England). Do trawienia preparatów zastosowano 
diastazę i dimedon. Badania histoenzymatyczne na aktywność fosfataz kwaśnej i zasadowej oraz 
dehydrogenazy bursztynianowej prowadzono według metod Gomoriego i McManusa, na 
materiale nie utrwalonym (11). 


BADANIA WŁASNE 


Grupa kontrolna 


Przeprowadzone analizy histologiczne i cytoenzymatyczne wykazały fizjo- 
logiczne obrazy struktur Ściany dwunastnicy. Komórki enterochromafinowe 
— srebrochtonne lokalizowały się przeważnie na dnie krypt, choć spotykano 
również rozmieszczone i w kosmkach. Układały się one w skupiska oraz 
pojedynczo. Były kształtu wrzecionowatego i trójkątnego, z centralnie uło- 
żonym jądrem i jąderkiem okrągłym lub owalnym. Ziarenka diazo-pozytywne 
wybarwione na kolor brązowo-czerwony lokalizowaly się w całej cytoplazmie, 
przeważnie poza częścią przywierzchołkową. Ze względu na kształt, wielkość 
i rozmieszczenie ziarenek wyróżniono kilka typów tych komórek. Jedne ze 
średnio dużymi i licznymi ziarnami, drugie z drobnymi i nielicznymi. Trzeci 
typ repezentowany był przez komórki z pyłowymi ziarnistościami, a czwarty, 
najmniej liczny, charakteryzował się obecnością pojedynczych konglomeratów- 
-skupisk, różnie wybarwionych (ryc. 1). 


Grupa szczurów pozornie operowanych 


Zarówno po 3 jak i po 6 miesiącach od laparatomii nie stwierdzono zmian 
morfologicznych i cytoenzymatycznych w enterocytach, mukocytach, gruczo- 
łach dwunastniczych oraz komórkach enterochromafinowych. Również liczba 
tych komórek w polu widzenia nie uległa zmianie. Po 5 miesiącach od zabiegu 
padł jeden szczur. Sekcja nie wykazała związku z zabiegiem (ryc. 2). 


Grupa I doświadczalna 


U podstawy kosmków pomiędzy enterocytami częściej niż w preparatach ze 
zwierząt kontrolnych i pozornie operowanych obserwowano leukocyty. W poje- 
dynczych przypadkach w zrębie kosmków zauważono nacieki komórek jedno- 
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jądrzastych. Komórki śluzowe gruczołów dwunastniczych miały jądra przeważ- 
nie spłaszczone i u podstawy, a w tych, gdzie było ono okrągłe, stwierdzono, 
że wartości stosunku jąderkowo-jądrowego uległy zaburzeniu na niekorzyść 
jąderek (ryc. 3). Pyroninochłonne ziarenka RNA rozrzucone były równomiernie 
po całej cytoplazmie. Indeks jądrowo-cytoplazmatyczny i jąderka enterocytów 
miały nie zmienione objętości. Mukocyty sporadycznie występowały w grupach 
po 2-4. PAS-dodatnie reakcje, występujące w nich i w komórkach gruczołowych 
błony podśluzowej, były silniejsze w mukocytach na kosmkach niż w kryptach. 
Struktury PAS-dodatnie oporne były na działanie diastazy, a po dimedonie 
dawały odczyny ujemne. Większość mukocytów miała szczyt przerwany, co 
świadczyło o wydzielaniu śluzu (ryc. 4). Odczyn na fosfatazę kwaśną w lizoso- 
mach enterocytów w postaci drobnych ziarnistości był mniej intensywny niż 
w materiale kontrolnym. Pozytywne reakcje na fosfatazę zasadową były obecne 
w rąbku oskórkowym, komórkach nabłonka jelitowego oraz w ścianach naczyń 
krwionośnych. Aktywność na ten enzym, podobnie jak na dehydrogenazę 
bursztynianową, była mniejsza w kryptach (ryc. 5). W większej liczbie komórek 
enterochromafinowych niż w materiale kontrolnym obserwowano zbijanie się 
ziarnistości diazo-dodatnich w grudki, i to duże, które leżały w polu przyjąd- 
rowym lub pod błoną komórkową w części przypodstawnej. W pojedynczych 
komórkach ziarnistości było mało i nie tworzyły one złogów. Były to komórki 
„puste — cienie”, które gromadziły się częściej na kosmkach (ryc. 6). 


Grupa II doświadczalna 


Na szczycie części kosmków układ komórek resorpcyjnych — enterocytów 
był luźniejszy niż w odpowiednich grupach kontrolnych i u zwierząt doświad- 
czalnych grupy I. U niektórych szczurów pojedyncze kosmki były obrzęknięte 
i skrócone. Enterocyty tych kosmków wskazywały na przyćmienie miąższowe, 
a rąbek oskórkowy był zwężony. Liczba komórek wydzielniczych — mukocytów 
na powierzchni kosmków nie wykazywała istotnych różnic, ale wśród nich było 
mniej mukocytów z przerwanym szczytem. Jąderka wszystkich rodzajów 
komórek miały objętość i pyroninofilność prawidłowe. W kryptach jelitowych 
tak o przebiegu prostym jak i skośnym nie znaleziono licznych figur podziału 
kariokinetycznego. Nabłonek w nich był niższy, a rąbek oskórkowy prawie 
niewykształcony, o słabo zaznaczonej aktywności na badane enzymy. Reakcje 
enzymtaczne na enzymy w porównaniu z materiałem grup kontrolnych i grupy 
I doświadczalnej były wyraźnie mniej aktywne. Mukocyty dodatnich reakcji na 
fosfatazę kwaśną nie wykazywały, a odczyny PAS wskazywały na zmienność faz 
czynnościowych (ryc. 7). Podobnie jak w całym materiale i tutaj gruczoły 
dwunastnicze lokalizowały się w błonie podśluzowej i miały budowę cewkowo- 
-pęcherzykową, często rozgałęzioną. Odcinki wydzielnicze zbudowane z komó- 
rek pryzmatycznych i wałcowatych wybarwione hematoksyliną i eozyną oraz 
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wg reakcji PAS dawały odczyny śluzowe. Nieliczne komórki wykazywały odczyn 
dyfuzyjny. Spłaszczone ich jądra układały się przeważnie u podstawy komórek. 
Zauważono, że w przewodach wyprowadzających występowały pojedyncze 
mukocyty. Odnosiło się wrażenie, że w porównaniu ze zwierzętami grup 
poprzednich liczba gruczołów w błonie podśluzowej była niższa. Wśród 
komórek enterochromafinowych wybarwiło się więcej komórek „cieni”, jak 
i z pojedynczymi ziarnami (ryc. 8), polaryzującymi się przeważnie u podstawy. 


DYSKUSJA I WNIOSKI OGÓLNE 


Gonady męskie są głównym źródłem androgenów (90-95%), a ich cykl 
metaboliczny działa w systemie równowagi wielohormonalnej sterowanej przez 
podwzgórze. Usuwając gonady wywołano gwałtowne ustanie dopływu tutaj 
syntetyzowanych hormonów, co zaburzyło regulację całego środowiska wewnę- 
trznego organizmu poprzez oś podwzgórzowo-przysadkowo-gonadową. Funk- 
cję usuniętych gonad w syntezie androgenów podjęły nadnercza z efektami 
tropowym i trofowym, a przysadka wzmogła syntezę gonadotropin, jednak 
jako „gruczoł etapu” znalazła się pod przemożnym wpływem działania liberyn 
i statyn, syntetyzowanych w komórkach podwzgórza. Prowadzić to może do 
zmian metabolizmu somatotropiny, a następnie somatostatyny z jej wpływem 
na sekrecję gastryny i produkcję kwasu solnego, oraz depresyjnego działania 
na wydzielanie sekretyny w dwunastnicy. 

Obserwowane obniżenie aktywności enzymów wskazuje na zmiany w meta- 
bolizmie gruczołów dwunastniczych i mukocytów, które podlegają modyfikują- 
cemu działaniu przysadki, tarczycy, nadnerczy i układu nerwowego (8). Potwier- 
dzeniem zaburzenia działania osłaniającego i działania cytoprotekcyjnego są też 
obniżone odczyny na mukopolisacharydy, co wskazuje na zmiany w wydzielaniu 
ACTH przez przysadkę i glikoproteidów przez korę nadnerczy (1). Zmniejszenie 
się wielkości ziarenek specyficznych w komórkach enterochromafinowych 
i wzrost liczby komórek „pustych” potwierdza udział w tych procesach 
somatostatyny, neuroprzekaźnika układu podwzgórzowo-przysadkowego, któ- 
ry zadziałał w dwunastnicy jako neurohormon hipofizjotropowy (10). 

W grupie I doświadczalnej wartości stosunku jąderkowo-jądrowego w ko- 
mórkach gruczołowych dwunastnicy były różne, co może świadczyć o zmianie 
syntezy r-RNA i prerybosomów lub o zaburzeniu ich przechodzenia do 
cytoplazmy, co ma wpływ na produkcję białek strukturalnych i enzymatycznych 
(2, 6). Obniżenie reakcji Fk wskazuje na zmniejszone zapotrzebowanie na 
hydrolazy w komórkach wydzielających i na zmiany mikrometabolizmu w rąbku 
oskórkowym jak i zaangażowanych organellach, a przede wszystkim w lizoso- 
mach, biorących udział w procesach wewnątrzkomórkowego trawienia. W po- 
równaniu ze zwierzętami kontrolnymi, u kastrowanych aktywność na Fz 
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w rąbku oskórkowym w obrębie krypt oraz na powierzchni kosmków była 
podobna, co dowodzi, że komórki nabłonka, przesuwając się ze strefy odnowy 
do szczytu kosmka, nie osiągają kompletu enzymów i przenośników, nieod- 
zownych przy wydzielaniu i wchłanianiu jelitowym. Przyjmując tę hipotezę 
zakładamy, że Fz stanowi element składowy rąbka, a nie jest przez niego wtór- 
nie adsorbowana z soków jelitowych na jego powierzchni. Jeżeli jest to słuszne, 
to obrazy enzymatyczne mogą wskazywać na zaburzenia trawienia kontak- 
towego. 

Materiał do badań pobierano ze zwierząt, które żyły 10 i 13 miesięcy. Jedne 
z trzebionych szczurów miały na adaptację 3 (grupa I), a pozostałe 6 miesięcy 
(grupa II). Ustalenie związku przyczynowego pomiędzy zmianami wynikłymi 
z powodu fizjologicznego starzenia się — przekwitania a szkodliwym działaniem 
gonadektomii jest trudne i płynne, ponieważ skutki trzebienia, jak każdy bodziec 
stresowy, zachodzą na drodze: receptor obwodowy-twor siatkowaty—uklad 
limbiczny-podwzgórze-przysadka mózgowa—nadnercza i mają działanie nagłe, 
a starzenie się daje czas na powolną adaptację (4), co, być może, miało miej- 
sce w grupie II. Gawlik i wsp. (3), Huber (4) i inni stwierdzili obniżenie 
przemiany materii po trzebieniu, co w naszym eksperymencie, być może, 
miało związek ze zmienionymi odczynami histoenzymatycznymi w rąbku 
oskórkowym i gruczołach, gdyż, jak wiadomo, prowadzą one do nieprawi- 
dłowej wymiany substancji pomiędzy dwunastnicą a organizmem jako całością. 

Wyniki uzyskane w naszych badaniach poprzednich i aktualnych wskazują, 
że z założonych modeli doświadczalnych i zastosowanych metod badawczych 
nie można jednoznacznie wnioskować, że zmiany te są wyrazem tylko bez- 
pośredniego wpływu trzebienia, które doprowadziło do nagłego braku hor- 
monów syntetyzowanych w gonadach, czy też jest to wpływ pośredni i stanowi 
wyraz adaptacji szczura do zmienionych warunków środowiska wewnętrznego. 
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OBJAŚNIENIA RYCIN 


Ryc. 1. Grupa kontrolna. Dwunastnica. Komórki enterochromafinowe. Barwienie przy użyciu 
soli Fast Red B. Pow. ok. 400 x. 

Ryc. 2. Grupa szczurów pozornie operowanych. Fragment ściany dwunastnicy. Barwienie 
według metody Massona. Pow. ok. 400 x. 

Ryc. 3. Grupa I doświadczalna. Uwidocznione jądra i jąderka. Barwienie H + E. Pow. ok. 450 x. 

Ryc. 4. Grupa I doświadczalna. Mukocyty na powierzchni kosmków jelitowych. Barwienie 
według metody McManusa. Pow. ok. 400 x. 

Ryc. 5. Grupa I doświadczalna. Odczyn na Fz według metody Gomoriego. Pow. ok. 600 x. 

Ryc. 6. Grupa I doświadczalna. Ziarnistości diazo-pozytywne w komórkach enterochroma- 
finowych. Barwienie przy użyciu soli Fast Red B. Pow. ok. 1000 x — immer. 

Ryc. 7. Grupa II doświadczalna. Różne rytmy czynności gruczołowej komórek śluzowych. 
Barwienie według metody McManusa. Pow. ok. 400 x. 

Ryc. 8. Grupa II doświadczalna. Widoczne komórki „puste” i „cienie” z serii GEP. Barwienie 
przy użyciu soli Fast Red B. Pow. ok. 1000 x — immer. 


PE3IOME 


Xupypruuecku ycTpaHeHO OeJIbIM KpbICAM AHUKH (CEMEHHBIE KEJIE3BI) H CILYCTA 3 H 6 MecaneB 
NOCJIE TOHAACKTOMHH HCCJIEJOBAHO NBEHARNATHNEPCTHYKO KHLIKY Ha PHK, Mykanonncaxapu1bI, 
KHCJIBIE H LINEJOUHbie (bocdhaTa3bI, AHTADHAHBIE JTETUADOTEHA3bI, NAAZONOJOKKTEJBHbIe rpa- 
HYJIAUKH B KJIETKAX GEP, a TAKKE COCNHHHTCEJbABIC TKAHH. Ilo CpaBHCHHIO C MaTEDHAJIOM 
KOHTPOJIBHOH H J10%XHO-OHEpHPOBAHHOA Tpynn OOHapyX€Hbl HZMEHEHHA B peaKIAAX, CAUIETEJIŁ- 
CTBYFOUIHE O BJIHAHHH CHHTC3HPOBAHHbIX AHAPOTEHOB Ha Moppþonornro 1 u3KONOrHIO ABCHaI- 
WaTHnepcTHOH KMIIIKA. 
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SUMMARY 


The authors surgically removed the gonads from the white rats and 3 and 6 months later 
performed the examination of the duodenum for RNA, mucopolysaccharides, the activity of the 
acid and the alkaline phosphatase, succinic dehydrogenase, thze diazopositive granules in GEP 
cells and the connective tissue. In comparison with the control and the sham operated groups, 
the changes in the reactions were found out. This may be the evidence of the influence of the 
synthetized androgens in testes on the duodenal morphology and physiology. 


EXPLANATION TO FIGURES 


Fig. 1. Control group. Duodenum. Enterochromaffin cells. Staining with Fast Red B salt. 
Magn. ca 400 x. 

Fig. 2. Sham operated group. Part of the duodenal wall. Staining according to Masson. 
Magn. ca 400 x. 

Fig. 3. Experimental group. Visible testes and nucleoli. Staining H + E. Magn. ca 450 x. 

Fig. 4. Experimental group. Mucocytes on the surface of the intestinal villli. Staining according 
to McManus. Magn. ca 400 x. 

Fig. 5. Experimental group I. Fz reaction according to Gomori. Magn. ca 600 x. 

Fig. 6. Experimental group I. Diazopositive granules in enterochromaffin cells. Staining with 
Fast Red B salt. Magn. ca 1000 x — immer. 

Fig. 7. Experimental group II. Different rhythms of the glandular activity of mucous cells. 
Staining according to McManus. Magn. ca 400 x. 

Fig. 8. Experimental group II. Visible “empty” cells and “shadows” from GEP series. Staining 
with Fast Red B salt. Magn. ca 1000 x — immer. 


